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POVZETEK 
STED nanoskopija je super-ločljivostna mikroskopska metoda, ki se uporablja v 
naravoslovnih znanostih za opazovanje struktur, ki so manjše od difrakcijske omejitve 
svetlobe, kar je glavna prednost glede na klasičen fluorescentni mikroskop. Predpogoj za 
STED pa so primerne fluorescenčne sonde, ki omogočajo metodi selektivno vklapljanje in 
izklapljanje fluorescence, ki v tem trenutku predstavljajo največjo oviro tej metodi. 
V magistrski nalogi smo načrtovali in sintetizirali fluorescenčne sonde, ki bi omogočale 
selektivno označevanje celičnih membran. Sonde temeljijo na fenoksazinskem in 
kumarinskem skeletu, ki pripadata že znanim fluoroforom. Številni fluorofori na podlagi 
omenjenih skeletov še niso bili preizkušeni pri STED nanoskopiji. Na osnovne skelete smo 
pripeli funkcionalne skupine, ki omogočijo sondam umeščanje v membrane. V okviru te 
naloge smo preizkusili in optimizirali reakcije in sintetizirali večje število potencialnih sond. 
Vsem smo izmerili ekscitacijske in emisijske spektre, na podlagi katerih smo povezali vpliv 
strukture na foto-fizikalne lastnosti. Izbrane sonde, to so PNMb-8, PNMb-9, PNMaw-2, 
PNMbw-2, PNMkb-2, PNMpb-2 in PNMpa-2, smo poslali na Institut Jožef Stefan, kjer so 
jih uporabili v preizkusu na STED. 
S sondami so označili biološke vzorce in jih ocenili glede na selektivnost porazdeljevanja 
med celičnimi membranami, emisijo pod pogoji STEDa, fotostabilnostjo in citotoksičnostjo. 
Sintetizirane sonde dobro označijo plazemsko membrano, vendar hitro poteče internalizacija 
do drugih celičnih membran. Najbolj je izstopala sonda PNMpa-2, ki omogoča pridobitev 
odličnih super-ločljivih slik, ni citotoksična in je zelo fotostabilna, tudi v primerjavi s 
komercialno dostopnimi sondami. Sonda temelji na kumarinskem skeletu z N-
metilpiridinsko skupino na mestu 3 in predstavlja dobro izhodišče za nadaljnji razvoj 
primernih sond. Največja pomanjkljivost fenoksazinskih sond, kot je PNMbw-2, je omejena 
fotostabilnost in bi jih bilo smiselno razvijati v smeri izboljšanja na tem področju. Kljub 
temu, da sonda PNMbw-2 zaradi fotobledenja ni primerna za večkratno zajemanje slike, so 
le te izjemne ločljivosti. Sonda PNMb-9 pa je izkazovala citotoksičnost kljub zelo ostrim 
STED slikam in zanemarljivemu fotobledenju. Ali je to značilnost vseh 4-cianokumarinov, 
bi morali potrditi s testiranjem dodatnih sond. 
Ključne besede: membranske sonde / STED / super-ločljivost / kumarin / fenoksazin 
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ABSTRACT 
STED nanoscopy is a type of super-resolution microscopy used to observe structures smaller 
than the diffraction limit of light, which is also its main advantage compared to classic 
fluorescent microscopy. In order to function, STED requires compatible fluorescent probes 
which are able to be turned on or off on demand. These probes are momentarily the biggest 
obstacle for STED. 
During this work, we designed and synthesized fluorescent probes able to selectively stain 
cell membranes. They are based on phenoxazine and coumarin scaffolds which are already 
present as known fluorophores, yet many variations have not been tested in STED 
nanoscopy. The basic scaffolds were further modified with various functional groups to 
enable the probes to associate with membranes. We optimised the reactions and synthesized 
an array of probe candidates and measured their excitation and emission spectra that were 
used as basis to evaluate the influence of structure on photo-physical attributes. The chosen 
probes, which are PNMb-8, PNMb-9, PNMaw-2, PNMbw-2, PNMkb-2, PNMpb-2 and 
PNMpa-2, were sent to Institute Jožef Stefan and used in STED experiments. 
They were used to stain biological samples and evaluated in the following criteria: selectivity 
of distribution between cell membranes, emission under STED conditions, photostability 
and cytotoxicity. Our probes label the plasma membrane very quickly, but they also stain 
other membranes rapidly. The best results were provided by PNMpa-2 that gives excellent 
super-resolution images, is not cytotoxic and is very photostable, even compared to 
commercially available probes. It is based on the coumarin scaffold with a N-methylpyridine 
group on position 3 and is a good starting point for further development of similar probes. 
The biggest drawback of phenoxazine probes, like PNMbw-2, is their limited photostability, 
which should be focused on first, during further development. Images taken with PNMbw-
2, have amazing resolution, yet the probe was only suitable for a couple of pictures. The 
probe PNMb-9 showed signs of cytotoxicity, but on the other hand provided very sharp 
STED images and photobleached very lightly. Whether this is a trait of all 4-
cyanocoumarins, has yet to be proven with further testing of additional probes. 
Keywords: membrane probes / STED / super-resolution / coumarin / phenoxazine  
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SEZNAM OKRAJŠAV 
ACN acetonitril 
AcOH ocetna kislina 
CDCl3 devteriran kloroform 
d dublet 
dd dublet dubleta 
ddd dublet dublet dubleta 
DKM diklorometan 
DMF dimetilformamid 
DMSO dimetilsulfoksid 
eq molarni ekvivalent 
EtOH etanol 
EtOAc etil acetat 
Hex heksan 
Hz Hertz 
ICT intramolekularni prenos naboja (angl. Intramolecular charge transfer) 
J sklopitvena konstanta 
m multiplet 
MeOH metanol 
MF mobilna faza 
MS masna spektrometrija 
NMR jedrska magnetna resonanca (angl. nuclear magnetic resonance) 
Pd\C paladij na ogljiku 
Pd2(dba)3 tris(dibenzilidenaceton) dipaladij (0) 
ppm delci na milijon (angl. parts per million) 
q kvartet 
RuPhos 2-dicikloheksilfosfino-2',6'-diizopropoksibifenil 
Rf retencijski faktor 
VI 
 
s singlet 
STED deplecija s stimulirano emisijo (angl. stimulated emission by depletion) 
t triplet 
TICT angl. twisted intramolecular charge transfer 
THF tetrahidrofuran 
TLC tankoplastna kromatografija (angl. thin layer chromatography) 
UV ultravijolična 
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1. UVOD 
1.1 Razvoj super-ločljivostnih metod 
Izum svetlobnega mikroskopa v 17. stoletju je pospešil razvoj naravoslovnih znanosti, 
katerim je vpogled v mikroskopski svet omogočil izjemen napredek. Mikroskopija se je v 
sledečih stoletjih razvijala naprej, vse do iznajdbe elektronskega mikroskopa, kljub temu pa 
je svetlobna mikroskopija prisotna še danes, celo kot ena izmed pogosteje uporabljanih 
metod v naravoslovnih znanostih. Glavno omejitev svetlobnih mikroskopov predstavlja 
ločljivost, ki znaša približno ½ valovne dolžine svetlobe s katero obsevamo vzorec. 
Ločljivost je definirana kot tista razdalja med objektoma, da ju lahko še ločimo med seboj. 
Torej v primeru, da pri mikroskopiji uporabljamo svetlobo valovne dolžine 400 nm, bo 
maksimalna ločljivost okoli 200 nm. Ločljivost lahko izboljšamo, če fotone zamenjamo za 
elektrone, ki imajo bistveno manjšo valovno dolžino, ki je na ravni pm in zato elektronski 
mikroskop dosega tudi do 1000× boljšo ločljivost od optičnega mikroskopa. (1) 
 
Slika 1: Primerjava velikostnih razredov in ločljivostnih omejitev (prirejeno po 1) 
Kljub svojim omejitvam pa ima svetlobni mikroskop tudi bistvene prednosti pred 
elektronskim, v sklopu te magistrske naloge pa sta nam zanimivi predvsem dve: svetlobni 
mikroskop nam omogoča opazovanje živih celic v treh dimenzijah, in dovoljuje selektivno 
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označevanje posamičnih molekul, struktur ali organelov s fluorescenčnimi sondami, kar nam 
omogoča vizualno ločbo od preostanka vzorca. (1) 
V preteklem stoletju so začeli razvijati tako imenovane super-ločljivostne mikroskopske 
tehnike, ki preko različnih pristopov povečajo ločljivost. Omejitev ločljivosti svetlobnega 
mikroskopa izvira iz narave svetlobe, ki obstaja in se širi kot valovanje, zato je ni mogoče 
skoncentrirati v neskončno majhno točko. Najboljše leče so sposobne v svojem gorišču 
koncentrirati svetlobo na območje, veliko približno 200 nm v x in y dimenziji in 500 nm v z 
dimenziji. Za mikroskop to pomeni, da bodo vsi objekti, ki so medsebojno oddaljeni manj 
kot 200 nm neločljivi eden od drugega. (1) 
 
Slika 2: Koncentriranje svetlobe z lečo (prirejeno po 1) 
To fizikalno omejitev opisuje Abbejev zakon, kar imenujemo tudi difrakcijska limita 
(Enačba 1). Super-ločljivostne tehnike zaobidejo to omejitev na dva načina. Pri prvem 
selektivno vklapljajo posamezne fluorofore tako, da je razdalja med vklopljenimi fluorofori 
nad difrakcijsko limito in se lahko položaj posameznega fluorofora zato določi zelo natančno 
(tehniki PALM in STORM). Pri drugi možnosti pa s stimulirano emisijo prisilno relaksirajo 
fluorofore, da so dimenzije območja, kjer ostanejo fluorofori ekscitirani, pod difrakcijsko 
limito (tehnika STED). V zadnjem primeru največjo ločljivost opisuje razširjena enačba 
(Enačba 1). (1) 
𝑑 =
𝜆
2𝑛 × sin 𝛼
→ 𝑑 =
𝜆
2𝑛 × sin 𝛼 × √𝐼 𝐼𝑠⁄
 
Enačba 1: Abbejev zakon in njegova razširitev 
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1.2 STED 
Na sliki 3a je predstavljena shema STED mikroskopa, osnovo predstavljata dva laserja; 
označen z zeleno služi za vzbujanje in označen z rdečo za stimulirano emisijo. Na sliki 4 pa 
je predstavljeno sosledje dogodkov pri STED nanoskopiji; s prvim pulzom ekscitacijskega 
laserja vzbujamo fluorofore v področju večjem od difrakcijske limite, nato z drugim pulzom 
STED laserja fluorofore v prostoru, ki spominja na obroček, relaksiramo s stimulirano 
emisijo, tako da nam ostane območje z ekscitiranimi fluorofori manjše kot je difrakcijska 
limita. Z vrstičnim pomikanjem laserjev po vzorcu sestavimo sliko zelo visoke ločljivosti. 
(1) 
 
Slika 3: A: Shema inštrumenta, B: jablonski diagram (prirejeno po 1) 
 
Slika 4: A: Območje, ki ga vzbuja ekscitacijski laser s premerom žarka 200 nm, B: 
Območje stimulirane emisije STED laserja takoj po pulzu ekscitacijskega laserja, C: 
Območje, kjer ostanejo fluorofori v ekscitiranem stanju in od koder nato zajemamo signal, 
D: Primer v praksi 
Načeloma je skoraj vsak fluorofor primeren za STED nanoskopijo, vendar glavno omejitev 
predstavlja omejen nabor pulznih laserjev, kar posledično omeji nabor primernih 
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fluoroforov. Na Institutu Jožef Stefan uporabljajo za ekscitacijo pulzna laserja z valovno 
dolžino 561 nm ali 640 nm ter STED laser s 775 nm. Ustrezen fluorofor mora imeti dovolj 
veliko absorbanco pri valovnih dolžinah ekscitacijskega laserja, vsaj nekaj emisije pri 
valovni dolžini STED laserja in praktično nič absorpcije pri valovni dolžini STED laserja. 
V zadnjem primeru bi sicer STED laser tudi vzbujal, kar ni zaželeno. Na sliki 5 je primer 
ekscitacijskega in emisijskega spektra fluorofora, ki ustreza navedenim zahtevam.  
 
Slika 5: Ekscitacijski in emisijski spekter fluorofora primernega za STED 
Poleg naštetega pa je zelo pomembno, da je fluorofor karseda fotostabilen. Fluorofori, 
podobno kot druge organske molekule, pod vplivom svetlobe razpadajo na produkte, ki ne 
fluorescirajo. Predvsem STED laser je zelo močan, ker je velika moč potrebna za proces 
stimulirane emisije, poleg tega pa z večanjem moči izboljšamo ločljivost. Neželena 
posledica velike moči STED laserja pa je fotobledenje fluorescenčnih sond. 
 
1.3 Fluorofori 
Fluorofori so raznolike molekule, ki absorbirajo svetlobo in preidejo v višje energetsko 
stanje, pri vrnitvi v osnovno stanje pa oddajo foton. Eno izmed podskupin fluoroforov 
predstavljajo majhne organske molekule, za katere je značilno, da največkrat vsebujejo 
kondenzirane aromatske obroče in/ali konjugirane dvojne vezi. V naravoslovnih vedah so 
dobro zastopani, saj omogočajo veliko različnih načinov uporabe, pogosto pa se uporabljajo 
kot označevalci oz. sonde, pri označevanju raznolikih tarč. (2,3) Poleg majhnih organskih 
5 
 
molekul pa k fluoroforom prištevamo tudi fluorescentne proteine, kvantne pike, lantanoide, 
komplekse kovin itd. (3) 
 
Slika 6: Fluorescentne sonde uporabljane v STED nanoskopiji (levo: STAR-440sx, na 
sredini: Oregon green 488, desno: Alexa 532) 
 
1.4 Fluorescenca 
Fluorescenca je emisija elektromagnetnega sevanja, ki je rezultat tristopenjskega procesa, ki 
poteče v molekuli fluorofora. Začne se z ekscitacijo molekule v različna vibracijska stanja 
vzbujenega singletnega stanja (S1), do katere pride ob absorpciji fotona z določeno energijo 
(oz. valovno dolžino). Ekscitirano stanje obstaja kratek čas, običajno med 1 in 10 
nanosekundami. Med tem poteče interna konverzija, kjer vzbujen elektron preide iz višjih 
vibracijskih stanj v najnižje vibracijsko stanje vzbujenega stanja S1. Fluorofor preide iz 
ekscitiranega stanja v osnovno stanje preko oddaje energije v obliki fotona, kar opazimo kot 
fluorescenco. Ta proces opisuje Jablonski diagram. (4) 
 
Slika 7: Jablonski diagram in vidni svetlobni spekter (povzeto po 2) 
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Oba procesa fluorescence – ekscitacija in emisija sta običajno predstavljeni z grafom 
verjetnosti absorpcije/emisije v odvisnosti od valovne dolžine svetlobe. Iz grafa lahko 
preberemo pri katerih valovnih dolžinah je največja verjetnost, da bo fluorofor absorbiral 
svetlobo in pri katerih bo najverjetneje fluoresciral. Emisija se vedno nahaja pri višjih 
valovnih dolžinah oziroma pri nižjih energijah valovanja kot ekscitacija, saj pride med 
procesom fluorescence do izgube energije med interno konverzijo. Razliko valovnih dolžin 
maksimumov imenujemo Stokesov zamik, ki je prav tako pomembna lastnost fluorofora. (5) 
Pomembna lastnost emisije je oblika grafa, saj ne glede na uporabljeno valovno dolžino 
ekscitacije graf emisije ohranja obliko. Valovna dolžina pri kateri ekscitiramo molekulo 
vpliva le na intenziteto emitirane svetlobe oz. višino grafa emisije. (5) 
 
Slika 8: Kumarin 6 in njegov normaliziran graf ekscitacije in emisije 
Poleg omenjenih lastnosti pa so pri uporabi fluoroforov pomembne še naslednje: Kvantni 
izkoristek (ϕ), ki je definiran kot razmerje med številom emitiranih fotonov in številom 
absorbiranih fotonov ter opisuje kako učinkovito fluorofor spreminja ekscitacijsko svetlobo 
v fluorescenco. Molarni ekstincijski koeficient (ε), ki je merilo tega kako močno molekula 
absorbira svetlobo pri določeni valovni dolžini in življenjska doba vzbujenega stanja, ki je 
merilo časa ki ga fluorofori preživijo v ekscitiranem stanju preden se vrnejo v osnovno stanje 
z emisijo fotona. 
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1.5 Kumarini 
Kumarini so aromatske organske molekule z osnovnim skeletom 2H-kromen-2-on in so 
srednje fotostabilni fluorofori z relativno nizkimi kvantnimi izkoristki v polarnih topilih. 
Velika prednost kumarinov je dobro opisana povezava med strukturo in foto-fizikalnimi 
lastnostmi, ki je za večino ostalih tipov fluoroforov slabo poznana. V praksi to pomeni, da 
lahko relativno dobro predvidevamo kakšen vpliv na foto-fizikalne lastnosti bo imela 
posamezna sprememba na kumarinskem skeletu. Dobro je poznan tudi kemizem kumarinov 
in lahko relativno enostavno optimiziramo posamezne parametre kot so maksimum 
absorpcije ali emisije. Tudi zato trenutno večina komercialno dostopnih fotostabilnih in 
svetlih fluorescenčnih sond z velikimi Stokesovimi zamiki vsebuje kumarinski fragment. 
Osnovni skelet kumarina - 2H-kromen-2-on ne emitira pri sobni temperaturi in le šibko 
absorbira v bližnjem UV področju. Ob uvedbi elektron donorske skupine na mesto 7 ali 6 
(amino ali hidroksilna oz. alkiloksi skupina) se pojavi močna modro-zelena emisija. Vzrok 
za to je 'push-pull' efekt med elektron donorsko skupino na mestu 7 oziroma 6 in elektron 
privlačno laktonsko skupino. 
 
Slika 9: 2H-kromen-2-on 
Najbolj pogosti so 7-aminokumarini z različnimi substituenti na mestih 3 in redkeje 4. Na 
mestu 3 so pogosto uvedeni elektron akceptorski fragmenti s podaljšanim π sistemom 
(primer: DY-480XL na sliki 10), kar močno premakne absorpcijo in emisijo proti rdečemu 
območju in nekoliko poveča razdaljo med njunima maksimumoma. Na mestu 4 so preučevali 
uvedbo močne elektron akceptorske skupine z negativnim induktivnim vplivom (CF3), ki 
poveča ločitev nabojev in 'push-pull' značaja ter tudi premakne absorpcijo in emisijo proti 
rdečemu območju ter zelo poveča Stokesov zamik. Uvedba te skupine na kumarinska barvila 
je prav tako zmanjšala fotobledenje do 20 %. 
Preučevali so tudi mogoče spremembe 7-amino skupine (primer: Alexa Fluor 430 na sliki 
10). Vključitev v heteroaromatski obroč povzroči majhen premik proti rdečemu območju (5 
– 10 nm) v primerjavi s prosto aminsko skupino in ustvari nova variabilna mesta, ki so 
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dostopna za uvedbo novih funkcionalnih skupin (npr.: sulfonska ali fosforna skupina), ki ne 
spreminjajo valovnih dolžin absorpcije in emisije, ampak povečajo vodotopnost molekule in 
posledično tudi kvantne izkoristke v vodnih raztopinah. To izboljša specifičnost vezave na 
tarče, omeji nespecifične interakcije z lipofilnimi strukturami in tako zmanjša šum iz 
okolice. 
 
Slika 10: Primera fluorescentnih sond s kumarinskim fragmentom 
V močno polarnih topilih (vodne pufrne raztopine) 7-aminokumarinom praviloma močno 
upade kvantni izkoristek. Visoki kvantni izkoristki so značilni za rigidne strukture, kjer ni 
možnosti rotacije posameznih funkcionalnih skupin in s tem povezane relaksacije 
vzbujenega stanja. Ob ekscitaciji fluoroforov z manj rigidnimi geometrijami sledi rotacija 
amino skupine, čemur sledi pretvorba začetnega ICT (intramolecular charge transfer) stanja, 
ki je odgovorno za določene fluorescenčne lastnosti, v TICT (non-emissive twisted 
intramolecular charge-transfer) stanje s polno ločitvijo nabojev (slika 11). To stanje 
stabilizirajo elektron privlačne skupine na mestih 3 ali 4 in elektrostatska interakcija z 
molekulami polarnega topila. Zaradi izgube energije ob pretvorbi imajo kumarini s prosto 
vrtljivo 7-dialkilamino skupino slabe kvantne izkoristke v vodnih in alkoholnih medijih. 
Prehod v TICT stanje lahko preprečimo z rigidizacijo amino skupine z vključitvijo le te v 
obročni sistem, ker onemogočimo njeno rotacijo. Prosti elektronski par se dobro prekriva s 
π elektronskim sistemom barvila, kar poveča elektron donorski značaj, v primerjavi z 
dialkilno skupino, in omogoči neposredno konjugacijo z elektron akceptorsko skupino ter 
razvije ves potencialni 'push-pull' efekt. Posledično se premakneta absorpcija in emisija proti 
višjim valovnim dolžinam. Prisotnost le ene alkilne skupine prav tako preprečuje prehod v 
TICT stanje. Primer rigidizacije amino skupine na mestu 7 je lepo viden pri Alexa Fluor 430 
na sliki 10. (7) 
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Slika 11: levo: intramolekularni prenos naboja (ICT), desno: ne-emisivni zviti 
intramolekulrani prenos naboja (TICT) 
 
1.6 Fenoksazini 
Fenoksazini so skupina spojin, ki temeljijo na istoimenskem skeletu. Osnovni skelet lahko 
razširimo z dodajanjem kondenziranih fenilnih obročev na a-c ali h-j vezi. 
 
Slika 12: Osnovni fenoksazinski skelet in njegove razširitve (fenoksazin, 
benzo[b]fenoksazin, benzo[a]fenoksazin in benzo[c]fenoksazin) 
V literaturi je daleč najbolj prisoten benzo[a]fenoksazin, ki je bil tudi najbolj preučevan, po 
vsej verjetnosti zaradi najboljše sintezne dostopnosti. 
Substituenti, ki donirajo ali sprejemajo elektrone lahko v določenih orientacijah dajo 
fluorescentne spojine. Prva odkrita fluorescentna spojina iz te skupine je bila Meldola's Blue, 
v različne raziskovalne namene pa sta precej pogosteje uporabljani Nilsko rdeča in Nilsko 
modra. 
 
Slika 13: Primeri fenoksazinov (levo: Meldola's Blue, na sredini: Nilsko rdeča, desno: 
Nilsko modra) 
10 
 
Nilsko modra ima pozitivno nabit center in posledično boljšo vodotopnost kot nilsko rdeča, 
ki je nevtralna. 
Nilsko modra in nilsko rdeča sta občutljivi na polarnost medija, kjer se maksimuma 
absorpcije in emisije pomikata proti višjim vrednostim z naraščanjem polarnosti topila, 
Stokesovi zamiki pa so precej višji pri nilsko rdeči. Nilsko modra je občutljiva tudi na 
spremembe pH medija. (8) 
 
1.7 Fotobledenje 
Večina fluorescentnih barvil z velikimi Stokesovimi zamiki hitro zbledi ob izpostavitvi 
močnim STED laserjem, zato je veliko pozornosti namenjene razvoju fotostabilnih barvil. 
Trenutno veliko teh barvil vsebuje 7-N,N-dialkilaminski fragment, ki posedujejo relativno 
visok ekstincijski koeficient in zadovoljive kvantne izkoristke v polarnih topilih, hkrati pa 
še omogočajo uvedbo funkcionalnih skupin za nadaljnjo modifikacijo teh lastnosti. Vzrok 
za fotobledenje pri omenjeni skupini se v glavnem pripisuje reaktivnosti molekule 
(Michaelova adicija na polarizirano cis- dvojno vez) in tvorbi reaktivnega in dolgoživega 
tripletnega stanja, ki bi lahko bil glavni vzrok fotodegradacije. Ugotovili so, da je ena izmed 
pogostejših degradacijskih poti N-dealkilacija. 
 
Slika 14: Degradacija 7-N,N-dietilkumarina 
Za preprečitev te oblike razpada, so raziskovalci razvili več pristopov. Prvi je rigidizacija 
amino skupine z vključitvijo v kondenziran obroč, kjer so prav tako ugotovili, da prisotnost 
novih dvojnih vezi omogoča druge poti razpada, zato je s stališča fotostabilnosti 
priporočljiva njihova redukcija. (9) Mogoča je tudi vključitev amino skupine v nov obroč. 
V tem primeru ima velikost obroča velik vpliv na lastnosti fluorofora, saj je lahko odgovorna 
za izgubo energije. Najbolj učinkovita zamenjava alkilnih skupin je azetidin, ki zaradi velike 
napetosti ni sposoben sprostitve energije, hkrati pa ni dovolj reaktiven za stranske reakcije. 
Preizkusili so tudi večje obroče, ki pa so nudili slabše fluorescentne lastnosti. (10) 
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Slika 15: Dva primera izboljšave fotostabilnosti: levo: vključitev amino skupine v 
kondenziran obroč (z modrim oblačkom je označena dvojna vez, spojine z reducirano 
dvojno vezjo so foto-stabilnejše), desno: amino skupina vključena v azetidin (obarvan 
zeleno). 
Omejitev fotobledenja pri STED nanoskopiji je pomembna zlasti zaradi uporabe izjemno 
močnih laserjev, ki posamični molekuli dovedejo velike količine energije, kar povzroča 
veliko hitrejšo degradacijo. S sondo, ki ni odporna na fotobledenje, bi tako lahko posneli le 
par slik na preparat, kar za raziskovalno delo ne bi bilo primerno. Z razvojem fotostabilnih 
sond pa omogočimo večje število slik oz. spremljanje vzorca daljši čas.  
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2. NAČRT DELA 
V magistrski nalogi želimo pripraviti nove fluorescenčne sonde na osnovi fluoroforov, ki do 
sedaj še niso bili uporabljeni pri STED nanoskopiji. Osredotočili se bomo na 4-ciano 
kumarine in fenoksazine oz. natančneje derivate nilsko modrega. 
Najprej bomo optimizirali pogoje sinteze na testnih spojinah, nato pa sintetizirali sonde, ki 
se bodo zaradi fizikalno-kemijskih lastnosti vgradile v membrano. Membransko strukturo 
smo izbrali iz dveh razlogov; najprej, na trgu je na voljo veliko sond za označevanje 
proteinov, medtem ko sond za označevanje membran primanjkuje. Poleg tega je povprečna 
debelina membrane med 7,5 in 10 nm, kar je krepko pod 200 nm kot je maksimalna ločljivost 
optičnega mikroskopa, ki uporablja svetlobo valovne dolžine 400 nm. Z meritvami na 
membrani bomo preverili ali lahko izboljšamo ločljivost v primerjavi s konfokalnim 
načinom ter kako se pripravljene sonde obnašajo v primerjavi s tistimi, ki so na trgu. 
 
Slika 16: Osnovna skeleta načrtovanih fluoroforov 
Načrtovani fluorofori posnemajo strukturo membranskih lipidov, imajo nepolarne repe in 
polarno glavo. Na mesto 7 na kumarinu oziroma mesto 9 na fenoksazinu bomo uvedli 
funkcionalne skupine, ki posnemajo alifatske verige membranskih lipidov. Na mesto 3 na 
kumarinu, oziroma na mesto 5 na fenoksazinu bomo uvedli funkcionalne skupine, ki so pri 
fizioloških pogojih ionizirane (karboksilatni ion, piridinijev ion), s čemer posnemamo 
polarno glavo membranskih lipidov. 
Z uvedbo močno elektron privlačne funkcionalne skupine na mesto 4 kumarina želimo 
premakniti absorpcijski in emisijski maksimum proti višjim valovnim dolžinam ter povečati 
Stokesov zamik. 
Po sintezi bomo izmerili absorbanco in fluorescenco posamičnih spojin. Dobljene rezultate 
bomo medsebojno primerjali in določili, kako vplivajo različne skupine in ostale manjše 
spremembe na lastnosti fluorofora. Po določitvi glavnih lastnosti bomo spojine uporabili še 
v STED nanoskopiji in ocenili, če bi bile primerne za tovrstno uporabo.  
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3. MATERIALI IN METODE 
3.1 Materiali 
Uporabljali smo topila in reagente sledečih proizvajalcev: Sigma, Fluka, Merck in Acros. 
3.2 Metode 
Kromatografske metode 
Tankoplastna kromatografija: za tankoplastno kromatografijo (TLC) smo uporabljali 
plošče TLC Silica gel 60 F254 z 0,20 mm nanosom silikagela na aluminijastem nosilcu 
dimenzij 20 × 20 cm (proizvajalec: Merck). Uporabljali smo različne mobilne faze, katerih 
sestava je navedena pri posameznih stopnjah sinteze. Spojine smo na TLC ploščah detektirali 
z UV svetlobo (λ = 254 nm in λ = 366 nm). 
Kolonska kromatografija: produkte smo čistili s kolonsko kromatografijo. Za stacionarno 
fazo smo uporabili silikagel 60 z velikostjo delcev 0,04-0,063 mm (proizvajalec: Merck). 
Uporabljali smo različne mobilne faze katerih sestave so navedene pri posameznih sinteznih 
postopkih. 
Spektroskopske metode 
Jedrska magnetna resonanca (NMR): NMR spektre so posneli na spektrometru Bruker 
Avance III na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani. Vzorce so raztopili v devteriranih topilih 
CDCl3 in DMSO-d6 z internim standardom TMS. 
1H spektri so bili posneti pri 400 MHz, 
13C pa pri 100 MHz. NMR spektre smo obdelali z računalniškim programom MestReNova 
6.0.2 (Proizvajalec: Mestrelab Research). 
Masna Spektrometrija (MS): masne spektre so posneli na Fakulteti za farmacijo v 
Ljubljani na masnem spektrometru expression L CMS proizvajalca Advion z ESI tehniko. 
HR-MS spektre so posneli na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani na masnem spektrometru Q 
Exactive Plus hybrid quadropole-orbitrap proizvajalca Thermo Scientific z HESI tehniko. 
Fluorimetrija: Ekscitacijske in emisijske spektre smo posneli na fluorescenčnem 
spektrometru PerkinElmer LS 55 na Fakulteti za Farmacijo v Ljubljani. Vzorce smo raztopili 
v DMSO in redčili z absolutnim etanolom do koncentracije 10-6 M. 
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Ostalo 
Tališča: Določanje temperature tališč spojin smo izvedli na mikroskopu Cambridge 
instruments z grelno mizico Reichert in niso korigirana. 
Programska oprema: Za risanje spojin in njihovo poimenovanje smo uporabljali 
programsko opremo ChemDraw Professional 16.0.1.4 (PerkinElmer Informatics). 
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4. EKSPERIMENTALNI DEL 
Sintezni postopek je zaradi preglednosti razdeljen na tri sklope: Sinteza predhodnih spojin, 
sinteza derivatov nilsko modrega in sinteza kumarinskih derivatov. 
Sintezne sheme: 
Sinteza predhodnih spojin: 
Spojina a-3 (2,4-diheksil-1,2-dimetil-1,2-dihidrokinolin-7-ol) 
 
 
 
Spojina b-3 (3-(dioktilamino)fenol) 
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Sinteza derivatov nilsko modrega  
 
 
Sinteza kumarinskih derivatov 
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4.1 Sinteza predhodnih spojin 
Sinteza 2,4-diheksil-7-metoksi-2-metil-1,2-dihidrokinolina (PNMa-1) 
 
Sinteza: 
V bučko natehtamo m-anizidin (5 g, 1 eq, 40,6 mmol), iterbijev (III) triflat (300 mg) ter 
dodamo 2-oktanon (19 ml, 3 eq, 121,8 mmol). Reakcijsko zmes pustimo mešati na sobni 
temperaturi 24 ur. 
Izolacija: 
2-oktanon odstranimo z vakuumsko destilacijo. Preostanek v bučki čistimo s kolonsko 
kromatografijo (MF: EtOAc:Hex = 1:4). 
 
Izkoristek = 62 %, Rf = 0,71 (MF: EtOAc:Hex = 1:2), 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 
(ppm) = 0,85-0,90 (m, 6H, 2× CH3-CH2-), 1,21-1,56 (m, 21H, Alifatski verigi in metil), 
2,24-2,38 (m, 2H, -CH2-CH2-C), 3,60 (s, 1H, -NH-), 3,74 (s, 3H, -O-CH3), 5,07 (s, 1H, -
CH=), 5,98 (d, J = 2,5 Hz, 1H, Ar-H), 6,15 (dd, J1 = 8,4 Hz, J2 = 2,5 Hz, 1H, Ar-H), 6,98 (d, 
J = 8,4 Hz, 1H, Ar-H), MS (ESI): m/z = 344,3 (M+H)+, Mr (izračunana): 343,29, 
Elementna sestava: C23H37NO 
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Sinteza 2,4-diheksil-7-metoksi-1,2-dimetil-1,2-dihidrokinolina (PNMa-2) 
 
Sinteza: 
V DMF (50 ml) raztopimo PNMa-1 (14,33 g, 1 eq, 41,71 mmol) in K2CO3 (7,2 g, 1,25 eq, 
52,14 mmol). Med mešanjem počasi dodamo metiljodid (3,9 ml, 1,5 eq, 62,57 mmol). 
Reakcijsko zmes pustimo mešati čez noč pri pogojih refluksa (cca. 110 °C). 
Izolacija: 
Reakcijsko zmes ohladimo in nato dodamo mešanico metanola (10 ml) in 25 % amoniaka 
(10 ml). Po 30 minutah odparimo topilo, zaostanek raztopimo v EtOAc (80 ml) in spiramo 
s prečiščeno vodo (1× 80 ml) ter z nasičeno raztopino natrijevega klorida (1× 50 ml). 
Organsko fazo sušimo z Na2SO4, filtriramo ter odparimo topilo pod znižanim tlakom. 
 
Izkoristek = 91 %, Rf = 0,65 (MF: EtOAc:Hex = 1:4), 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 
(ppm) = 0,84-0,90 (m, 6H, 2× CH3-CH2-), 1,20-1,42 (m, 21H, Alifatski verigi in metil), 
2,21-2,39 (m, 2H, -CH2-CH2-C), 2,71 (s, 3H, N-CH3), 3,78 (s, 3H, -O-CH3), 4,97 (s, 1H, -
CH=), 6,04 (d, J = 2,4 Hz, 1H, Ar-H), 6,12 (dd, J1 = 8,3 Hz, J2 = 2,4 Hz, 1H, Ar-H), 6,96 (d, 
J = 8,3 Hz, 1H, Ar-H), MS (ESI): m/z = 358,3 (M+H)+, Mr (izračunana): 357,30, 
Elementna sestava: C24H39NO 
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Sinteza 2,4-diheksil-1,2-dimetil-1,2-dihidrokinolin-7-ola (PNMa-3) 
 
Sinteza: 
V suho bučko natehtamo PNMa-2 (12,45 g, 1 eq, 34,82 mmol) in jo prepihamo z argonom. 
Dodamo brezvodni DKM (50 ml) in vsebino ohladimo s potopnim hladilnikom na -80 °C. 
V ohlajeno reakcijsko zmes počasi dodajamo 1M BBr3 raztopljen v DKM (60 ml). 
Reakcijsko zmes pustimo da se počasi segreje na -20 °C, medtem pa spremljamo potek 
reakcije s TLC. 
Izolacija: 
K reakcijski zmesi po kapljicah dodamo nasičeno raztopino NaHCO3 (50 ml). Mešanico nato 
prenesemo v lij ločnik in jo spiramo z nasičeno raztopino NaHCO3 (2× 50 ml), z nasičeno 
raztopino natrijevega klorida (1× 25 ml), organsko fazo sušimo z Na2SO4, filtriramo in 
odparimo topilo pod znižanim tlakom. Produkt čistimo s kolonsko kromatografijo (MF: 
EtOAc:Hex = 1:8). 
 
Izkoristek = 51 %, Rf = 0,33 (MF: EtOAc:Hex = 1:4), 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 
(ppm) = 0,83-0,91 (m, 6H, 2× CH3-CH2-), 1,18-1,40 (m, 21H, Alifatski verigi in metil), 
2,21-2,39 (m, 2H, -CH2-CH2-C), 2,70 (s, 3H, N-CH3), 4,70 (s, 1H,-OH), 4,96 (s, 1H, Ar-H), 
5,98 (d, J = 2,2 Hz, 1H, Ar-H), 6,03 (dd, J1 = 8,1 Hz, J2 = 2,2 Hz, 1H, Ar-H), 6,90 (d, J = 
8,1 Hz, 1H, Ar-H), MS (ESI): m/z = 344,3 (M+H)+, Mr (izračunana): 343,29, Elementna 
sestava: C23H37NO 
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Sinteza 1-(benziloksi)-3-bromobenzena (PNMb-1) 
 
Sinteza: 
K raztopini 3-bromofenola (15,731 g, 1 eq, 90,9 mmol), K2CO3 (15,075 g, 1,2 eq, 109,1 
mmol) in NaI (2,725 g, 0,2 eq, 18,18 mmol) v acetonitrilu (200 ml) dodamo benzil klorid 
(10,98 ml, 1,05 eq, 95,45 mmol). Reakcijsko zmes pustimo mešati na sobni temperaturi 7 
dni. 
Izolacija: 
K reakcijski zmesi dodamo EtOAc (50 ml), pustimo da se soli posedejo in previdno 
filtriramo zmes. Prefiltrirano zmes uparimo pod znižanim tlakom. Ostanek raztopimo v 
EtOAc, spiramo s prečiščeno vodo (2× 50 ml), z nasičeno raztopino natrijevega klorida (1× 
25 ml) ter sušimo z Na2SO4, filtriramo in odparimo topilo pod znižanim tlakom. 
 
Izkoristek = 94 %, Rf = 0,53 (MF: EtOAc:Hex = 1:4), 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 
(ppm) = 5,04 (s, 2H, Ar-O-CH2-Ar), 6,89-6,92 (ddd, J1 = 8,1 Hz, J2 = 2,5 Hz, J3 = 1,2 Hz, 
1H, Ar-H), 7,08-7,16 (m, 3H, 3× Ar-H), 7,31-7,43 (m, 5H, 5× Ar-H), MS (ESI): m/z = 260,9 
(M-H)-, Mr (izračunana): 262,00, Elementna sestava: C13H11BrO, Ttališče: 49-50 °C 
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Sinteza 3-(benziloksi)-N,N-dioktilanilina (PNMb-2) 
Sinteza: 
V bučko najprej natehtamo trdne snovi: PNMb-1 (10 g, 1 eq, 38,00 mmol), Pd2(dba)3 (0,35 
g, 0,01 eq, 0,038 mmol), RuPhos (0,18 g, 0,01 eq, 0,038 mmol) in kalijev terc-butoksid 
(7,675 g, 1,8 eq, 68,4 mmol). Bučko nato prepihamo z argonom, dodamo predhodno 
aktivirana molekularna sita (4 Å) – aktivirana z močnim segrevanjem z grelno pištolo pod 
vakuumom, toluen (10 ml) in dioktilamin (16,06 ml, 1,4 eq, 53,2 mmol). Reakcijsko zmes 
pustimo mešati 24 ur pri pogojih refluksa (cca. 110°C). 
Izolacija: 
Reakcijsko zmes ohladimo in odparimo toluen pod znižanim tlakom. Preostanek 
suspendiramo v etilacetatu (40 ml) in spiramo s prečiščeno vodo (1× 40 ml) in z nasičeno 
raztopino natrijevega klorida (1× 20 ml), sušimo z Na2SO4, filtriramo in odparimo topilo 
pod znižanim tlakom. Produkt čistimo s kolonsko kromatografijo (MF: EtOAc:Hex = 1:8). 
 
Izkoristek = 30 %, Rf = 0,64 (MF: EtOAc:Hex = 1:6), 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 
(ppm) = 0,88 (t, J = 6,8 Hz, 6H, 2× CH3-CH2-), 1,10-1,37 (m, 20H, Alifatski verigi), 1,48-
1,62 (m, 4H, 2× -CH2-CH2-N), 3,20 (t, J = 7,7 Hz, 4H, 2× -CH2-CH2-N), 5,04 (s, 2H, Ar-O-
CH2-Ar), 6,23-6,30 (m, 2H, 2× Ar-H), 7,10 (t, J = 8,1 Hz, 1H, Ar-H), 7,28-7,51 (m, 6H, 6× 
Ar-H), MS (ESI): m/z = 424,3 (M+H)+, Mr (izračunana): 423,35, Elementna sestava: 
C29H45NO 
  
22 
 
Sinteza 3-(dioktilamino)fenola (PNMb-3) 
 
Sinteza: 
V metanolu (50 ml) raztopimo PNMb-2 (4,6 g, 1 eq, 10,86 mmol) in reakcijsko zmes 
prepihamo z argonom. Nato k reakcijski zmesi dodamo Pd/C (0,5 g). Reakcijsko zmes nato 
prepihamo z vodikom in jo pustimo mešati čez noč pod vodikovo atmosfero. 
Izolacija: 
Reakcijsko zmes najprej prepihamo z argonom, odfiltriramo Pd/C in matičnici odparimo 
topilo pri znižanem tlaku. 
 
Rf = 0,58 (MF: EtOAc:Hex = 1:2), 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 0,84-0,93 (m, 
6H, 2× CH3-CH2-), 1,19-1,36 (m, 20H, Alifatski verigi), 1,49-1,61 (m, 4H, 2× -CH2-CH2-
N), 3,12-3,26 (m, 4H, 2× -CH2-CH2-N), 6,07-6,16 (m, 1H, Ar-H), 6,83-7,25 (m, 3H, Ar-H), 
MS (ESI): m/z = 334,3 (M+H)+, Mr (izračunana): 333,30, Elementna sestava: C22H39NO 
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4.2 Sinteza derivatov nilsko modrega 
Splošni postopek – Sinteza derivatov nilsko modrega 
 
Sinteza: 
Na ledeni kopeli raztopimo derivat fenola (0,25 g) v etanolu (3 ml), dodamo HCl (0,21 ml) 
in po petih minutah še NaNO2 (1,2 eq). Reakcijsko zmes pustimo mešati 3 ure na sobni 
temperaturi in nato odparimo topilo. 
Preostanek raztopimo v metanolu (3 ml) in dodamo naftilaminski derivat (1 eq) in HCl (40 
µl) ter pustimo mešati na temperaturi refluksa (cca. 65 °C) čez noč. 
Izolacija: 
Topila uparimo in čistimo produkt s kolonsko kromatografijo (MF: DKM:MeOH = 9:1). 
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4.3 Sinteza kumarinov 
Splošni postopek – Uvedba aldehidne skupine na aromatski obroč (Vilsmeierjeva 
reakcija) 
 
Sinteza: 
Na ledeni kopeli (cca. 0 °C) pod argonovo atmosfero zmešamo brezvodni DMF in POCl3. 
Reakcijski zmesi čez 30 minut dodamo derivat fenola ter pustimo mešati na 75 °C. Po 2 urah 
izoliramo produkt. 
Izolacija: 
Reakcijsko zmes ohladimo na sobno temperaturo, jo zlijemo v mešanico vode in ledu ter 
uravnamo pH na 6-8 z natrijevim acetatom. Mešanico dekantiramo in zbiramo olje, ki se 
prime na steklo. Raztopimo ga v DKM, raztopino pa nato spiramo s prečiščeno vodo in z 
nasičeno raztopino natrijevega klorida. Organsko fazo sušimo z Na2SO4, filtriramo, ter jo 
odparimo pod znižanim tlakom. 
Produkt očistimo s kolonsko kromatografijo. 
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Splošni postopek – Sinteza kumarinov 
 
Sinteza: 
Derivat salicilaldehida raztopimo v absolutnem etanolu, dodamo katalitsko količino 
morfolina (100 µl) in nato dodamo še derivat etil acetata (2 eq). Reakcijsko zmes pustimo 
mešati na temperaturi refluksa (cca. 91 °C) čez noč. 
Izolacija: 
Odparimo topilo pod znižanim tlakom, preostanek reakcijske zmesi raztopimo v DKM in 
spiramo s prečiščeno vodo, z nasičeno raztopino natrijevega klorida, sušimo z Na2SO4, 
filtriramo in uparimo. Produkt čistimo še s kolonsko kromatografijo. 
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Splošni postopek – Uvedba ciano skupine na kumarin 
 
Sinteza: 
V DMSO raztopimo kumarinski derivat in kalijev cianid (2 eq). Po 2 urah dodamo reakcijski 
zmesi svinčev tetraacetat (1 eq) in jo pustimo mešati na sobni temperaturi čez noč. 
Izolacija: 
Reakcijski zmesi dodamo večji volumen diklorometana. Mešanico potem večkrat spiramo s 
prečiščeno vodo nato pa še z nasičeno raztopino natrijevega klorida, sušimo z Na2SO4, 
filtriramo in uparimo topilo. 
Produkt čistimo s kolonsko kromatografijo. V primeru, da sta retencijska faktorja izhodne 
spojine in produkta enaka, lahko čistimo produkt s kristalizacijo, ki je v določenih primerih 
bolj uspešna. 
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Sinteza 2,4-diheksil-7-hidroksi-1,2-dimetil-1,2-dihidrokinolin-6-karbaldehida (PNMa-
4) 
 
Sinteza: 
Sintezo izvajamo po splošnem postopku uvedbe aldehidne skupine na aromatski obroč z 
naslednjimi količinami: PNMa-3 (2,69 g, 1 eq, 7,83 mmol), POCl3 (6 ml), DMF (21 ml). 
Produkt čistimo s kolonsko kromatografijo (MF: EtOAc:Hex = 1:6). 
Izkoristek = 51 %, Rf = 0,36 (MF:EtOAc:Hex = 1:6), 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 
(ppm) = 0,85 (t, J = 6,9 Hz, 3H, CH3-CH2-), 0,91 (t, J = 6,9 Hz, 3H, CH3-CH2-), 0,98-1,43 
(m, 20H, Alifatski verigi), 2,24-2,41 (m, 2H, -CH2-CH2-C), 2,83 (s, 3H, CH3-N), 5,02 (s, 
1H, -CH=), 5,92 (s, 1H, Ar-H), 7,02 (s, 1H, Ar-H), 9,46 (s, 1H, -CHO), 11,85 (s, 1H, -OH), 
MS (ESI): m/z = 372,3 (M+H)+, Mr (izračunana za C24H37NO2): 371,28 
Sinteza 4-(dioktilamino)-2-hidroksibenzaldehida (PNMb-4) 
 
Sinteza: 
Sintezo izvajamo po splošnem postopku uvedbe aldehidne skupine na aromatski obroč z 
naslednjimi količinami: PNMb-3 (5,579 g, 1 eq, 16,7 mmol), POCl3 (12 ml), DMF (42 ml). 
Produkt čistimo s kolonsko kromatografijo (MF: EtOAc:Hex = 1:6). 
Izkoristek = 38 %, Rf = 0,41 (MF:EtOAc:Hex = 1:6), 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 
(ppm) = 0,89 (t, J = 6,9 Hz, 6H, 2× CH3-CH2-), 1,25-1,34 (m, 20H, Alifatski verigi), 1,60 
(s, 4H, 2× -CH2-CH2-N), 3,30 (t, J = 7,8 Hz, 4H, 2× -CH2-CH2-N), 6,03 (d, J = 2,4 Hz, 1H, 
Ar-H), 6,22 (dd, J1 = 8,9 Hz, J2 = 2,4 Hz, 1H, Ar-H), 7,25 (d, J = 8,9 Hz, 1H, Ar-H), 9,48 
(s, 1H, -CHO), 11,65 (s, 1H, -OH), MS (ESI): m/z = 362,3 (M+H)+, Mr (izračunana za 
C23H39NO2): 361,30  
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Sinteza 6,8-diheksil-8,9-dimetil-2-okso-8,9-dihidro-2H-pirano[3,2-g]kinolin-3-
karboksamida (PNMa-5) 
 
Sinteza: 
Sintezo izvajamo po splošnem postopku sinteze kumarinov brez izolacije, z naslednjimi 
količinami: PNMa-4 (0,702 g, 1 eq, 1,89 mmol), absolutni etanol (15 ml), katalitska količina 
morfolina (100 µl), dietilmalonat (0,574 ml, 2 eq, 3,78 mmol). 
Naslednji dan s TLC ploščico preverimo potek reakcije. Pojav fluorescence dokazuje 
nastanek produkta. Če je reakcija potekla, dopolnimo bučko z metanolom do polovice. V 
reakcijsko zmes nato uvajamo plinast amoniak do nasičenja. Reakcijsko zmes pustimo 
mešati na sobni temperaturi čez noč. 
Izolacija: 
Uparimo topila in preostanek raztopimo v diklorometanu (40 ml). Organsko fazo spiramo s 
prečiščeno vodo (2× 40 ml) in z nasičeno raztopino natrijevega klorida (1× 20 ml), sušimo 
z Na2SO4, filtriramo in odparimo topilo. 
 
Izkoristek = 65 %, Rf = 0,17 (MF:EtOAc:Hex = 1:2), 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 
(ppm) = 0,85 (t, J = 6,9 Hz, 3H, CH3-CH2-), 0,91 (t, J = 6,8 Hz, 3H, CH3-CH2-), 1,23-1,41 
(m, 18H, Alifatski verigi), 1,45-1,60 (m, 3H, CH3-C), 2,28-2,44 (m, 2H, -CH2-CH2-C), 2,86 
(s, 3H, CH3-N), 5,18 (s, 1H, -CH=), 5,66 (s, 1H, -CO-NH2), 6,31 (s, 1H, Ar-H), 7,15 (s, 1H, 
Ar-H), 8,56 (s, 1H, -CO-NH2), 8,67 (s, 1H, Ar-H), MS (ESI): m/z = 439,2 (M+H)
+, Mr 
(izračunana za C27H38N2O3): 438,29, Ttališče: 113-128 °C 
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Sinteza 7-(dioktilamino)-2-okso-2H-kromen-3-karboksamida (PNMb-5) 
 
 
Sinteza: 
Sintezo izvajamo po splošnem postopku sinteze kumarinov brez izolacije z naslednjimi 
spremembami: Količine: PNMb-4 (0,663 g, 1 eq, 1,834 mmol), absolutni etanol (10 ml), 
katalitska količina morfolina (100 µl), dietilmalonat (0,56 ml, 2 eq, 3,668 mmol). 
Naslednji dan s TLC ploščico preverimo potek reakcije. Pojav fluorescence dokazuje 
nastanek produkta. Če je reakcija potekla, dopolnimo bučko z metanolom do polovice. V 
reakcijsko zmes nato uvajamo plinast amoniak do nasičenja. Reakcijsko zmes pustimo 
mešati na sobni temperaturi čez noč. 
Izolacija: 
Reakcijsko zmes zlijemo v prečiščeno vodo, kjer se produkt obori. Produkt izoliramo iz 
reakcijske zmesi s filtracijo s presesavanjem. 
 
Izkoristek = 52 %, Rf = 0,15 (MF: EtOAc:Hex = 1:2), 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 
(ppm) = 0,86 (t, J = 6,8 Hz, 6H, 2× CH3-CH2), 1,22-1,35 (m, 20H, Alifatski verigi), 1,54 (s, 
4H, 2× -CH2-CH2-N), 3,38-3,42 (m, 4H, 2× -CH2-CH2-N), 6,56 (d, J = 2,4 Hz, 1H, Ar-H), 
6,77 (dd, J1 = 9,0 Hz, J2 = 2,4 Hz, 1H, Ar-H), 7,60 (d, J = 3,5 Hz, 1H, -CO-NH2), 7,66 (d, J 
= 9,0 Hz, 1H, Ar-H), 8,03 (d, J = 3,5 Hz, 1H, -CO-NH2), 8,66 (s, 1H, Ar-H), MS (ESI): m/z 
= 429,4 (M+H)+, Mr (izračunana za C26H40N2O3): 428,30, Ttališče: 92-95 °C 
  
30 
 
Sinteza 6,8-diheksil-8,9-dimetil-2-okso-8,9-dihidro-2H-pirano[3,2-g]kinolin-3-
karbotioamida (PNMa-6) 
Sinteza: 
V suho bučko natehtamo PNMa-5 (0,829 g, 1 eq, 1,89 mmol) in Lawessonov reagent (1,62 
g, 2 eq, 3,78 mmol). Oba raztopimo v brezvodnem diklorometanu (15 ml). Reakcijsko zmes 
pustimo mešati čez noč na 40°C. 
Izolacija: 
Reakcijsko zmes spiramo s prečiščeno vodo in z nasičeno raztopino natrijevega klorida, 
organsko fazo sušimo z Na2SO4, jo filtriramo in odparimo pod znižanim tlakom. 
Surov produkt čistimo s kolonsko kromatografijo (MF: EtOAc:Hex = 1:1). 
 
Izkoristek = 100 %, Rf = 0,39 (MF:EtOAc:Hex = 1:2), 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 
(ppm) = 0,85 (t, J = 6,9 Hz, 3H, CH3-CH2), 0,91 (t, J = 6,9 Hz, 3H, CH3-CH2), 1,00-1,44 
(m, 18H, Alifatski verigi), 1,51-1,59 (m, 3H, CH3-Ar), 2,30-2,43 (m, 2H, -CH2-CH2-C), 2,88 
(s, 3H, CH3-N), 5,21 (s, 1H, -CH=), 6,30 (s, 1H, Ar-H), 7,23 (s, 1H, Ar-H), 7,77 (d, J = 5,3 
Hz, 1H, CO-NH2), 9,30 (s, 1H, Ar-H), 10,38 (d, J = 5,3 Hz, 1H, CO-NH2), MS (ESI): m/z 
= 455,3 (M+H)+, Mr (izračunana za C27H38N2O2S): 454,27, Ttališče: 102-105 °C 
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Sinteza 7-(dioktilamino)-2-okso-2H-kromen-3-karbotioamida (PNMb-6) 
Sinteza: 
V suho bučko natehtamo PNMb-5 (0,321 g, 1 eq, 0,749 mmol) in Lawessonov reagent (0,61 
g, 2 eq, 1,51 mmol). Oba raztopimo v brezvodnem diklorometanu (15 ml). Reakcijsko zmes 
pustimo mešati čez noč na sobni temperaturi. 
Izolacija: 
Reakcijsko zmes spiramo s prečiščeno vodo in z nasičeno raztopino natrijevega klorida, 
organsko fazo sušimo z Na2SO4, jo filtriramo in odparimo pod znižanim tlakom. 
Surov produkt čistimo s kolonsko kromatografijo (MF: EtOAc:Hex = 1:2). 
 
Izkoristek = 100 %, Rf = 0,51 (MF: EtOAc:Hex = 1:2), 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 
(ppm) = 0,89 (t, J = 6,9 Hz, 6H, 2× CH3-CH2-), 1,24-1,34 (m, 20H, Alifatski verigi), 1,63 
(s, 4H, 2× -CH2-CH2-N), 3,37 (t, J = 7,9 Hz, 4H, 2× -CH2-N), 6,44 (d, J = 2,3 Hz, 1H, Ar-
H), 6,64 (dd, J1 = 9,1 Hz, J2 = 2,3 Hz, 1H, Ar-H), 7,48 (d, J = 9,1 Hz, 1H, Ar-H), 7,93 (d, J 
= 5,5 Hz, 1H, -NH2), 9,32 (s, 1H, Ar-H), 10,37 (d, J = 5,5 Hz, 1H, -NH2), MS (ESI): m/z = 
445,4 (M+H)+, Mr (izračunana za C26H40N2O2S): 444,28, Ttališče: 127-133 °C 
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Sinteza etil 2-(6,8-diheksil-8,9-dimetil-2-okso-8,9-dihidro-2H-pirano[3,2-g]kinolin-3-
il)-4-(trifluorometil)tiazol-5-karboksilata (PNMa-7) 
Sinteza: 
V acetonitrilu (40 ml) raztopimo PNMa-6 (0,53 g, 1 ekvivalent, 1,166 mmol) ter dodamo 
etil 2-kloro-4,4,4-trifluoroacetoacetat (0,236 ml, 1,1 ekvivalent, 1,28 mmol). Reakcijsko 
zmes segrejemo na 70 °C ter jo pustimo 3 dni. Potek reakcije spremljamo s TLC. 
Izolacija: 
Reakcijski zmesi odparimo topilo pod znižanim tlakom, ostanek raztopimo v diklorometanu 
ter spiramo s prečiščeno vodo, z nasičeno raztopino natrijevega klorida, sušimo z Na2SO4, 
filtriramo organsko fazo in odparimo topilo pod znižanim tlakom. Produkt čistimo s 
kolonsko kromatografijo (MF: DKM) 
 
Izkoristek = 29 %, Rf = 0,49 (MF:DKM), 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 0,76 
(t, J = 6,9 Hz, 3H, CH3-CH2), 0,83 (t, J = 6,9 Hz, 3H, CH3-CH2), 1,12-1,36 (m, 24H, Alifatski 
verigi in 2× metil), 2,21-2,35 (m, 2H, -CH2-CH2-C), 2,81 (s, 3H, CH3-N), 4,31 (q, J = 7,1 
Hz, 2H, CH3-CH2-O-), 5,13 (s, 1H, -CH=), 6,27 (s, 1H, Ar-H), 7,13 (s, 1H, Ar-H), 8,68 (s, 
1H, Ar-H), HESI-HRMS: izračunano za C33H42F3N2O4S (M+H)
+ m/z = 619,2812, 
izmerjena vrednost: 619,2800,Mr (izračunana za C33H41F3N2O4S): 618,27, Ttališče: 118-130 
°C 
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Sinteza etil 2-(7-(dioktilamino)-2-okso-2H-kromen-3-il)-4-(trifluorometil)tiazol-5-
karboksilata (PNMb-7) 
Sinteza: 
V acetonitrilu (20 ml) raztopimo PNMb-6 (0,281 g, 1 ekvivalent, 0,63 mmol) ter dodamo 
etil 2-kloro-4,4,4-trifluoroacetoacetat (0,127 ml, 1,1 ekvivalent, 0,693 mmol). Reakcijsko 
zmes segrejemo na 70 °C ter jo pustimo 1-3 dni. Potek reakcije spremljamo s TLC. 
Izolacija: 
Reakcijski zmesi odparimo topilo pod znižanim tlakom, ostanek raztopimo v diklorometanu 
ter spiramo s prečiščeno vodo, z nasičeno raztopino natrijevega klorida, sušimo z Na2SO4, 
filtriramo organsko fazo in odparimo topilo pod znižanim tlakom. Produkt čistimo s 
kolonsko kromatografijo (MF: DKM). 
 
Izkoristek = 39 %, Rf = 0,52 (MF: DKM), 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 0,89 
(t, J = 6,9 Hz, 6H, 2× CH3-CH2), 1,24-1,37 (m, 20H, Alifatski verigi), 1,41 (t, J = 7,1 Hz, 
3H, CH3-CH2-O-), 1,56-1,69 (m, 4H, 2× -CH2-CH2-N-), 3,33 (t, J = 7,8 Hz, 4H, 2× -CH2-
CH2-N-), 4,39 (q, J = 7,1 Hz, 2H, CH3-CH2-O-), 6,45 (d, J = 2,3 Hz, 1H, Ar-H), 6,61 (dd, J1 
= 9,0 Hz, J2 = 2,3 Hz, 1H, Ar-H), 7,42 (d, J = 9,0 Hz, 1H, Ar-H), 8,72 (s, 1H, Ar-H), HESI-
HRMS: izračunano za C32H44F3N2O4S (M+H)
+ m/z = 609,2968, izmerjena vrednost: 
609,2958, Mr (izračunana za C32H43F3N2O4S): 608,29, Ttališče: 75-83 °C 
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Sinteza 2-(6,8-diheksil-8,9-dimetil-2-okso-8,9-dihidro-2H-pirano[3,2-g]kinolin-3-il)-4-
(trifluorometil)tiazol-5-karboksilne kisline (PNMa-8) 
Sinteza: 
PNMa-7 (0,334 g, 1 eq, 0,540 mmol), raztopimo v mešanici THF (3 ml) in metanola (2 ml) 
ter dodamo 1M vodno raztopino KOH (3 ml). Reakcijo pustimo na sobni temperaturi čez 
noč. 
Izolacija: 
Reakcijski zmesi uparimo topila, preostanek pa nato raztopimo v prečiščeni vodi ter 
uravnamo pH na 1 z raztopino HCl. Produkt se v raztopini obori. Izoliramo ga lahko z 
nučanjem ali pa z ekstrakcijo z DKM. Produkt čistimo s kolonsko kromatografijo (MF: 
DKM:MeOH = 50:1 + AcOH). 
 
Izkoristek = 34 %, Rf = 0,13 (MF: DKM:MeOH 50:1 + AcOH), 1H-NMR (400 MHz, 
CDCl3): δ (ppm) = 0,85 (t, J = 6,9 Hz, 3H, CH3-CH2-), 0,91 (t, J = 6,9 Hz, 3H, CH3-CH2-), 
1,16-1,45 (m, 21H, Alifatski verigi in metil), 2,27-2,47 (m, 2H, -CH2-CH2-C), 2,90 (s, 3H, 
CH3-N), 5,22 (s, 1H, -CH=), 6,37 (s, 1H, Ar-H), 7,22 (s, 1H, Ar-H), 8,79 (s, 1H, Ar-H), 
HESI-HRMS: izračunano za C31H38F3N2O4S (M+H)
+ m/z = 591,2499, izmerjena vrednost: 
591,2488, Mr (izračunana za C31H37F3N2O4S): 590,24, Ttališče: 175-179 °C 
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Sinteza 2-(7-(dioktilamino)-2-okso-2H-kromen-3-il)-4-(trifluorometil)tiazol-5-
karboksilne kisline (PNMb-8) 
Sinteza: 
PNMb-7 (0,135 g, 1 eq, 0,222 mmol) raztopimo v mešanici THF (3 ml) in metanola (2 ml) 
ter dodamo 1M vodno raztopino KOH (1 ml). Reakcijo pustimo na sobni temperaturi čez 
noč. 
Izolacija: 
Reakcijski zmesi uparimo topila, preostanek pa nato raztopimo v prečiščeni vodi ter 
uravnamo pH na 1 z raztopino HCl. Produkt se v raztopini obori. Izoliramo ga lahko z 
nučanjem ali pa z ekstrakcijo z DKM. Produkt čistimo s kolonsko kromatografijo (MF: 
DKM:MeOH = 9:1 + AcOH). 
 
Rf = 0,72 (MF: DKM:MeOH = 9:1 + AcOH), 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 
0,90 (t, J = 6,9 Hz, 6H, 2× CH3-CH2), 1,24-1,39 (m, 20H, Alifatski verigi), 1,59-1,70 (m, 
4H, 2× -CH2-CH2-N-), 3,37 (t, J = 7,8 Hz, 4H, 2× -CH2-CH2-N-), 6,52 (d, J = 2,3 Hz, 1H, 
Ar-H), 6,66 (dd, J1 = 9,1 Hz, J2 = 2,3 Hz, 1H, Ar-H), 7,48 (d, J = 9,1 Hz, 1H, Ar-H), 8,82 
(s, 1H, Ar-H), Mr (izračunana za C30H39F3N2O4S): 580,26, Ttališče: 145-156 °C 
  
36 
 
Sinteza 2-(4-ciano-6,8-diheksil-8,9-dimetil-2-okso-8,9-dihidro-2H-pirano[3,2-
g]kinolin-3-il)-4-(trifluorometil)tiazol-5-karboksilne kisline (PNMa-9) 
Sinteza: 
Sintezo izvajamo po splošnem postopku uvedbe ciano skupine na kumarin. Količine: 
PNMa-8 (50 mg, 1 eq, 0,085 mmol), KCN (11,07 mg, 2 eq, 0,17 mmol), Pb(OAc)4 (37,69 
mg, 1 eq, 0,085 mmol), DMSO (8 ml). 
Izolacija: 
Končno čiščenje produkta se izvaja s kolonsko kromatografijo (MF: DKM). 
 
Izkoristek = 46 %, Rf = 0,75 (MF: DKM), HESI-HRMS: izračunano za C32H37F3N3O4S 
(M+H)+ m/z = 616,2451, izmerjena vrednost: 616,2465, Mr (izračunana za 
C32H36F3N3O4S): 615,24, Ttališče: 109-118 °C 
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Sinteza 2-(4-ciano-7-(dioktilamino)-2-okso-2H-kromen-3-il)-4-(trifluorometil)tiazol-5-
karboksilne kisline (PNMb-9) 
Sinteza: 
Sintezo izvajamo po splošnem postopku uvedbe ciano skupine na kumarin. Količine: 
PNMb-8 (25 mg, 1 eq, 0,043 mmol), KCN (5,6 mg, 2 eq, 0,086 mmol), Pb(OAc)4 (19 mg, 
1 eq, 0,043 mmol), DMSO (4 ml). 
Izolacija: 
Končno čiščenje produkta se izvaja s kolonsko kromatografijo (MF: DKM:MeOH = 9:1). 
 
Rf = 0,09 (MF: DKM:MeOH = 9:1), 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 0,87 (s, 6H, 
2× CH3-CH2), 1,20-1,40 (m, 20H, Alifatski verigi), 1,61 (s, 4H, 2× -CH2-CH2-N-), 3,34 (s, 
4H, 2× -CH2-CH2-N-), 6,44 (s, 1H, Ar-H), 6,64 (s, 1H, Ar-H), 7,73 (s, 1H, Ar-H), HESI-
HRMS: izračunano za C31H38F3N3O4SNa (M+Na)
+ m/z = 628,2427, izmerjena vrednost: 
628,2415, Mr (izračunana za C31H38F3N3O4S): 605,25, Ttališče: 140-141 °C 
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Sinteza 3-(benzo[d]tiazol-2-il)-6,8-diheksil-8,9-dimetil-8,9-dihidro-2H-pirano[3,2-
g]kinolin-2-ona (PNMka-1) 
 
Sinteza: 
Sintezo izvajamo po splošnem postopku sinteze kumarinov. Količine: PNMa-4 (0,27 g, 1 
eq, 0,727 mmol), etil 2-(benzo[d]tiazol-2-il)acetat (0,193 g, 1,2 eq, 0,8724 mmol), morfolin 
(100 µl), absolutni etanol (15 ml). 
Spremembe: Organska faza v ekstrakciji je EtOAc, čistimo s kolonsko kromatografijo (MF: 
EtOAc:Hex = 1:2). 
 
Izkoristek = 56 %, Rf = 0,56 (MF: EtOAc:Hex = 1:2), 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 
(ppm) = 0,85 (t, J = 6,9 Hz, 3H, CH3-CH2-), 0,92 (t, J = 6,9 Hz, 3H, CH3-CH2-), 1,06-1,46 
(m, 21H, Alifatski verigi in metil), 1,51-1,61 (m, 2H, -CH2-CH2-C), 2,87 (s, 3H, CH3-N), 
5,19 (s, 1H, -CH=), 6,37 (s, 1H, Ar-H), 7,23 (s, 1H, Ar-H), 7,35 (m, 1H, Ar-H), 7,48 (m, 1H, 
Ar-H), 7,93 (d, J = 8,0 Hz, 1H, Ar-H), 8,00 (d, J = 8,0 Hz, 1H, Ar-H), 8,88 (s, 1H, Ar-H), 
HESI-HRMS: izračunano za C33H41N2O2S (M+H)
+ m/z = 529,2883, izmerjena vrednost: 
529,2873, Mr (izračunana): 528,28, Elementna sestava: C33H40N2O2S 
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Sinteza 3-(benzo[d]tiazol-2-il)-6,8-diheksil-8,9-dimetil-2-okso-8,9-dihidro-2H-
pirano[3,2-g]kinolin-4-karbonitrila (PNMka-2) 
 
Sinteza: 
Sintezo izvajamo po splošnem postopku uvedbe ciano skupine na kumarin. Količine: 
PNMka-1 (0,135 g, 1 eq, 0,255 mmol), KCN (33,2 mg, 2 eq, 0,510 mmol), Pb(OAc)4 (0,113 
g, 1 eq, 0,255 mmol), DMSO (10 ml). 
Izolacija: 
Produkt čistimo s kristalizacijo iz mešanice etil acetata in heksana 
 
Rf = 0,33 (MF: EtOAc:Hex = 1:6), 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 0,86 (t, J = 
6,9 Hz, 3H, CH3-CH2-), 0,91 (t, J = 7,1 Hz, 3H, CH3-CH2-), 1,18-1,48 (m, 21H, Alifatski 
verigi in metil), 2,42-2,52 (m, 2H, -CH2-CH2-C), 2,92 (s, 3H, CH3-N), 5,27 (s, 1H, -CH=), 
6,38 (s, 1H, Ar-H), 7,42 (ddd, J1 = 8,2 Hz, J2 = 7,2 Hz, J3 = 1,1 Hz, 1H, Ar-H), 7,53 (ddd, 
J1 = 8,3 Hz, J2 = 7,2 Hz, J3 = 1,2 Hz, 1H, Ar-H), 7,60 (s, 1H, Ar-H), 7,96 (d, J = 7,5 Hz, 1H, 
Ar-H), 8,18 (d, J = 7,9 Hz, 1H, Ar-H), HESI-HRMS: izračunano za C34H40N3O2S (M+H)
+ 
m/z = 554,2836, izmerjena vrednost: 554,2832, Mr (izračunana): 553,28, Elementna 
sestava: C34H39N3O2S, Ttališče: 110 °C 
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Sinteza 3-(benzo[d]tiazol-2-il)-7-(dioktilamino)-2H-kromen-2-ona (PNMkb-1) 
 
Sinteza: 
Sintezo izvajamo po splošnem postopku sinteze kumarinov. Količine: PNMb-4 (0,668 g, 1 
eq, 1,847 mmol), etil 2-(benzo[d]tiazol-2-il)acetat (0,49 g, 1,2 eq, 2,216 mmol), morfolin 
(100 µl), absolutni etanol (15 ml). 
Spremembe: Organska faza v ekstrakciji je EtOAc, čistimo s kolonsko kromatografijo (MF: 
EtOAc:Hex = 1:6). 
 
Izkoristek = 88 %, Rf = 0,22 (MF: EtOAc:Hex = 1:6), 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 
(ppm) = 0,90 (t, J = 6,9 Hz, 6H, 2× CH3-CH2-), 1,26-1,34 (m, 20H, Alifatski verigi), 1,63 
(s, 4H, 2× --CH2-CH2-N), 3,34 (t, J = 7,9 Hz, 4H, 2× -CH2-CH2-N), 6,51 (d, J = 2,4 Hz, 1H, 
Ar-H), 6,62 (dd, J1 = 9,0 Hz, J2 = 2,4 Hz, 1H, Ar-H), 7,33-7,38 (m, 1H, Ar-H), 7,44-7,51 
(m, 2H, 2× Ar-H), 7,94 (d, J = 8,0 Hz, 1H, Ar-H), 8,01 (d, J = 8,0 Hz, 1H, Ar-H), 8,89 (s, 
1H, Ar-H), HESI-HRMS: izračunano za C32H43N2O2S (M+H)
+ m/z = 590,3040, izmerjena 
vrednost: 519,3035, Mr (izračunana): 518,30, Elementna sestava: C32H42N2O2S, Ttališče: 
75-80 °C 
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Sinteza 3-(benzo[d]tiazol-2-il)-7-(dioktilamino)-2-okso-2H-kromen-4-karbonitrila 
(PNMkb-2) 
 
Sinteza: 
Sintezo izvajamo po splošnem postopku uvedbe ciano skupine na kumarin. Količine: 
PNMkb-1 (0,435 g, 1 eq, 0,8385 mmol), KCN (110 mg, 2 eq, 1,677 mmol), Pb(OAc)4 (0,372 
g, 1 eq, 0,8385 mmol), DMSO (15ml). 
Izolacija: 
Produkt čistimo s kristalizacijo iz mešanice etil acetata in heksana 
 
Rf = 0,24 (MF: EtOAc:Hex = 1:9), HESI-HRMS: izračunano za C33H42N3O2S (M+H)
+ m/z 
= 544,2992, izmerjena vrednost: 544,2983, Mr (izračunana): 543,29, Elementna sestava: 
C33H41N3O2S, Ttališče: 122-126 °C 
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Sinteza 6,8-diheksil-8,9-dimetil-3-(piridin-4-il)-8,9-dihidro-2H-pirano[3,2-g]kinolin-2-
ona (PNMpa-1) 
 
Sinteza: 
Sintezo izvajamo po splošnem postopku sinteze kumarinov. Količine: PNMa-4 (0,286 g, 1 
eq, 0,7697 mmol), etil 4-piridilacetat (0,13 ml, 1,1 eq, 0,8467 mmol), morfolin (0,335 ml, 5 
eq, 3,8485 mmol), absolutni etanol (20 ml). 
Spremembe: Ekstrahiramo z 10% raztopino ocetne kisline (1×) in nasičeno raztopino 
NaHCO3 (1×) namesto s prečiščeno vodo. Produkt čistimo s kolonsko kromatografijo (MF: 
DKM:MeOH = 50:1). 
 
Izkoristek = 52 %, Rf = 0,76 (MF: DKM:MeOH = 9:1), 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 
(ppm) = 0,81-0,93 (m, 6H, 2× CH3-CH2-), 1,18-1,43 (m, 21H, Alifatski verigi in metil), 
1,52-1,62 (m, 2H, -CH2-CH2-C) 2,84 (s, 3H, CH3-N) 5,17 (s, 1H, -CH=), 6,33 (s, 1H, Ar-
H), 7,11 (s, 1H, Ar-H), 7,69 (d, J = 6,2 Hz, 2H, 2× Ar-H), 7,85 (s, 1H, Ar-H), 8,62 (d, J = 
5,9 Hz, 2H, 2× Ar-H), MS (ESI): m/z = 473,3 (M+H)+, Mr (izračunana): 472,31, 
Elementna sestava: C31H40N2O2, Ttališče: 104-117 °C 
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Sinteza 4-(6,8-diheksil-8,9-dimetil-2-okso-8,9-dihidro-2H-pirano[3,2-g]kinolin-3-il)-1-
metilpiridin-1-ijevega kationa (PNMpa-2) 
 
Sinteza: 
PNMpa-1 (0,17 g, 1 eq, 0,360 mmol) raztopimo v DKM (10 ml) in dodamo metiljodid (54 
µl, 2,4 eq, 0,864 mmol). Reakcijsko zmes pustimo mešati na sobni temperaturi 1-3 dni. 
Reakcijo spremljamo s TLC. 
Izolacija: 
Reakcijski zmesi odparimo topilo, preostanek pa ponovno raztopimo v DKM (20 ml). 
Spiramo s prečiščeno vodo (2× 20 ml), z nasičeno raztopino natrijevega klorida (1× 10 ml), 
sušimo z Na2SO4, filtriramo in odparimo topilo. Produkt čistimo s kolonsko kromatografijo 
(MF: DKM:MeOH = 9:1). 
 
Izkoristek = 22 %, Rf = 0,18 (MF: DKM:MeOH = 9:1), 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 
(ppm) = 0,82-0,91 (m, 6H, 2× CH3-CH2-), 1,20-1,44 (m, 21H, Alifatski verigi in metil), 
2,35-2,43 (m, 2H, -CH2-C), 2,92 (s, 3H, CH3-N), 4,54 (s, 3H, CH3-N), 5,21 (s, 1H, -CH=), 
6,29 (s, 1H, Ar-H), 7,41 (s, 1H, Ar-H), 8,68 (s, 3H, 3× Ar-H), 9,02 (s, 2H, 2× Ar-H), HESI-
HRMS: izračunano za C32H43N2O2 (M)
+ m/z = 487,3319, izmerjena vrednost: 487,3306, 
Mr (izračunana): 487,33, Elementna sestava: C32H43N2O2, Ttališče: 145 °C 
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Sinteza 7-(dioktilamino)-3-(piridin-4-il)-2H-kromen-2-ona (PNMpb-1) 
 
Sinteza: 
Sintezo izvajamo po splošnem postopku sinteze kumarinov. Količine: PNMb-4 (1,04 g, 1 
eq, 2,876 mmol), etil 4-piridilacetat (0,558 g, 1,1 eq, 3,164 mmol), morfolin (1,25 ml, 5 eq, 
14,38 mmol), absolutni etanol (20 ml). 
Spremembe: Ekstrahiramo z 10% raztopino ocetne kisline (1×) in nasičeno raztopino 
NaHCO3 (1×) namesto s prečiščeno vodo. Produkt čistimo s kolonsko kromatografijo (MF: 
EtOAc).  
 
Izkoristek = 17 %, Rf = 0,31 (MF: EtOAc), 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 0,89 
(t, J = 6,9 Hz, 6H, 2× CH3-CH2-), 1,19-1,37 (m, 20H, Alifatski verigi), 1,62 (s, 4H, -CH2-
CH2-N), 3,30-3,37 (m, 4H, -CH2-CH2-N), 6,49 (d, J = 2,4 Hz, 1H, Ar-H), 6,58 (dd, J1 = 8,9 
Hz, J2 = 2,4 Hz, 1H, Ar-H), 7,34 (d, J = 8,9 Hz, 1H, Ar-H), 7,69 (d, J = 5,9 Hz, 2H, 2× Ar-
H), 7,86 (s, 1H, Ar-H), 8,63 (s, 2H, 2× Ar-H), MS (ESI): m/z = 463,3 (M+H)+, Mr 
(izračunana): 462,32, Elementna sestava: C30H42N2O2 
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Sinteza 4-(7-(dioktilamino)-2-okso-2H-kromen-3-il)-1-metilpiridin-1-ijevega kationa 
(PNMpb-2) 
 
Sinteza: 
PNMpb-1 (0,2 g, 1 eq, 0,432 mmol) raztopimo v DKM (10 ml) in dodamo metiljodid (65 
µl, 2,4 eq, 1,037 mmol). Reakcijsko zmes pustimo mešati na sobni temperaturi 1-3 dni. 
Reakcijo spremljamo s TLC. 
Izolacija: 
Reakcijski zmesi odparimo topilo, preostanek pa ponovno raztopimo v DKM (20 ml). 
Spiramo s prečiščeno vodo (2× 20 ml), z nasičeno raztopino natrijevega klorida (1× 10 ml), 
sušimo z Na2SO4, filtriramo in odparimo topilo. Produkt čistimo s kolonsko kromatografijo 
(MF: DKM:MeOH = 9:1). 
 
Izkoristek = 28 %, Rf = 0,16 (MF: DKM:MeOH = 9:1), 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 
(ppm) = 0,89 (t, J = 6,8 Hz, 6H, 2× CH3-CH2-), 1,23-1,39 (m, 20H, Alifatski verigi), 1,63 
(s, 4H, 2× -CH2-CH2-N), 3,32-3,41 (m, 4H, 2× -CH2-CH2-N), 4,57 (s, 3H, CH3-N), 6,37 (d, 
J = 2,1 Hz, 1H, Ar-H), 6,63 (dd, J1 = 9,1 Hz, J2 = 2,1 Hz, 1H, Ar-H), 7,78 (d, J = 9,1 Hz, 
1H, Ar-H), 8,76 (d, J = 7,1 Hz, 2H, 2× Ar-H), 8,95 (d, J = 8,6 Hz, 3H, 3× Ar-H), HESI-
HRMS: izračunano za C31H45N2O2 (M)
+ m/z = 477,3476, izmerjena vrednost: 477,3463, 
Mr (izračunana): 477,35, Elementna sestava: C31H45N2O2, Ttališče: 135-147 °C 
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4.4 Meritve fluorescence 
Meritve absorpcije in emisije smo izvedli za sledeče fluorofore: PNMa-7, PNMa-8, PNMa-
9, PNMb-7, PNMb-8, PNMb-9, PNMt-7, PNMt-8, PNMt-9, PNMkt-1, PNMkt-2, 
PNMka-1, PNMka-2, PNMkb-1, PNMkb-2, PNMpt-2, PNMpa-2, PNMpb-2, PNMaw-
2, PNMbw-2 
Priprava vzorcev 
Na emisijo fluorofora vpliva več dejavnikov, pri izvedenih meritvah sta ključna topilo in 
koncentracija merjene raztopine. 
Za meritev fluorescence je vzorce treba raztopiti v primernem topilu in ga predhodno redčiti 
do primernih koncentracij, v nasprotnem primeru je emisija merjene raztopine premočna za 
detektor in ga zasiči. V splošnem velja pravilo, da mora biti maksimalna absorbanca vzorca 
pri merjenju emisijskega spektra pod 0,1 oz. še bolje pod 0,05, kar določimo s predhodnimi 
meritvami absorbance raztopin fluorofora z različnimi koncentracijami. Le v tem primeru 
dobimo reprezentativni spekter emisije. Vzorce smo raztopili v DMSO in redčili z 
absolutnim etanolom do koncentracije 10-6 M. 
Rezultati meritev 
 
Slika 17: Normalizirana grafa spojin a-7, b-7, a-8 in b-8 
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Slika 18: Normaliziran graf a-9 in b-9 
Preglednica I: Maksimumi ekscitacije in emisije sond s tiazolno skupino 
  
 X Y 
λabs 
[nm] 
λem 
[nm] 
 X Y 
λabs 
[nm] 
λem 
[nm] 
a-7 -H -Et 491,0 540,5 b-7 -H -Et 471,5 519,0 
a-8 -H -H 488,5 538,0 b-8 -H -H 468,0 515,5 
a-9 -CN -H 547,5 632,5 b-9 -CN -H 499,0 605,5 
 
Glede sond s tiazolom (seriji PNMa in PNMb) lahko rečemo, da rigidizacija amino skupine 
na mestu 7 premakne absorpcijski in emisijski vrh k višjim valovnim dolžinam. Zelo močan 
je vpliv ciano skupine na mestu 4, ki poleg tega, da pomakne absorpcijski in emisijski vrh k 
višjim valovnim dolžinam, zelo poveča Stokesov zamik. Z uvedbo ciano skupine na mesto 
4 je emisija prisotna še pri 775 nm, kar je pogoj za stimulirano emisijo z 775 nm laserjem.  
 
Slika 19: Normalizirana grafa ka-1, kb-1, ka-2 in kb-2 
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Preglednica II: Maksimumi ekscitacije in emisije sond z benzo[d]tiazolno skupino 
  
 X λabs [nm] λem [nm]  X λabs [nm] λem [nm] 
ka-1 -H 474,5 529,0 kb-1 -H 466,0 508,5 
ka-2 -CN 547,5 639,0 kb-2 -CN 519,0 615,0 
 
Kumarini z benzotiazolno skupino absorbirajo in emitirajo pri najnižjih valovnih dolžinah, 
imajo pa srednje velik Stokesov zamik. Pri uvedbi ciano skupine pa pride do podobnih 
sprememb kot pri tiazolnih derivatih, absorpcija in emisija se premakneta k višjim valovnim 
dolžinam in Stokesov zamik se občutno poveča. Obe spojini, PNMka-2 in PNMkb-2, imata 
še znatno emisijo pri 775 nm, kar ju naredi primerno za testiranje na STED mikroskopu. 
 
Slika 20: Normaliziran graf pa-2 in pb-2 
Preglednica III: Maksimumi ekscitacije in emisije sond s piridinsko skupino 
  
 λabs [nm] λem [nm]  λabs [nm] λem [nm] 
pa-2 500,5 601,0 pb-2 486,5 564,0 
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Kumarini z N-metil-piridinsko skupino absorbirajo in emitirajo pri valovnih dolžinah med 
ostalimi derivati in njihovimi ciano analogi. Njihov Stokesov zamik je v primerjavi z 
ostalimi spojinami relativno velik, med 80 in 100 nm. Sonda PNMpb-2 ima še znatno 
emisijo pri 775 nm, kar jo naredi primerno za STED nanoskopijo. Iz sinteznega stališča je 
bila priprava spojine PNMpa-2, v primerjavi s sintezo spojin PNMa-9 oz. PNMb-9, 
bistveno preprostejša. Sicer ne omogoča kaj dosti modifikacij na mestu 7, vendar lahko 
fizikalne lastnosti spreminjamo z uvedbo različnih polarnih glav na piridinski dušik. 
 
Slika 21: Normaliziran graf aw-2 in bw-2 
Preglednica IV: Maksimumi ekscitacije in emisije fenoksazinskih sond 
  
 λabs [nm] λem [nm]  λabs [nm] λem [nm] 
aw-2 665,5 689,5 bw-2 638,0 673,0 
 
Derivati nilsko modrega absorbirajo in emitirajo pri najvišjih valovnih dolžinah, ki so tudi 
do 100 nm višje od ciano kumarinskih analogov. Njihov Stokesov zamik pa je najmanjši 
izmed vseh opazovanih, le 20-35 nm. 
Povsod pa opažamo da, serija a z imobiliziranimi verigami absorbira in emitira pri višjih 
valovnih dolžinah, kar je posledica rigidnejše strukture z manjšim številom prostostnih 
stopenj, kar onemogoči del relaksacijskih procesov med katerimi bi se energija porazgubila.  
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5. REZULTATI IN RAZPRAVA 
5.1 Komentar sinteznih postopkov 
Na začetku dela po načrtovanju glavnega sinteznega postopka, ki je bil osnovan na podlagi 
že preizkušenih postopkov, je bilo treba predhodno preizkusiti posamične stopnje, katere še 
niso bile poznane. Za ta namen smo uporabljali testno spojino, ki ima na mestu 7 N,N-
dietilamino skupino, katero smo imeli na razpolago v večjih količinah. Posamične reakcije 
smo vedno najprej poskusili s testno in šele nato z a oziroma b spojino, saj teh zaradi nizkih 
izkoristkov in velikega števila zaporednih ter kompleksnih reakcij nismo imeli na pretek. 
 
Slika 22: Primer testne spojine 
Med preizkušanjem reakcij smo že zgodaj v procesu opustili poskus sinteze kumarinskih 
derivatov s trifluorometilno skupino na mestu 4, saj so nadaljnje reakcije potekale s slabimi 
izkoristki. Zato smo se odločili za uvedbo ciano skupine na isto mesto in sicer šele v zadnji 
stopnji. Prav tako smo opustili sintezo c spojin, ki so identične a spojinam vendar z 
reducirano dvojno vezjo med mestoma 5 in 6. Izkoristki so bili nekoliko slabši kot pri ostalih 
analogih, poleg tega pri redukciji dvojne vezi nastanejo diastereoizomeri, kar oteži NMR 
analizo. 
 
Slika 23: Primera opuščenih spojin 
 
Sinteza spojin a-1, b-1, a-2 in b-2 je potekala brez posebnosti 
Pri sintezi b-2 smo substituirali atom broma na arilnem obroču s terciarno aminsko skupino 
z Buchwald-Hartwig aminacijo. Pri reakciji je bistvenega pomena katalizator, v našem 
primeru RuPhos, kot vir paladija pa je bil uporabljen Pd2(dba)3. 
51 
 
Večje težave so povzročale reakcije odstranitve zaščitne skupine na fenolu. Pri spojini a-2 
smo metilni eter najprej poizkušali cepiti z 48 % HBr, vendar so bili izkoristki zelo slabi s 
številnimi stranskimi produkti. 48 % HBr smo zamenjali z BBr3, s tem reagentom je reakcija 
potekla z boljšim izkoristkom in manj stranskimi produkti. 
Pri spojini b-2 pa smo poskusili odščititi hidroksilno skupino, ki je bila zaščitena z benzilno 
skupino, s katalitskim hidrogeniranjem. Kljub večkratnim zamenjavam katalizatorja, topila 
in podaljšanim reakcijskim časom, reakcija ni potekala oziroma je potekla s slabim 
izkoristkom. Z dobrim izkoristkom je potekla le enkrat, vendar tega postopka nismo uspeli 
ponoviti. 
Sinteza spojin a-4, b-4, a-5 in b-5 je potekala brez posebnosti. 
Pri sintezi a-6 in b-6 smo pretvarjali amidno skupino v tioamid z Lawessonovim reagentom. 
Ti reakciji sta prav tako potekali brez posebnosti. 
 
Slika 24: Lawessonov reagent 
Tvorba tiazolnega obroča je bila med predvidenimi reakcijami najmanj znana, zato smo z 
namenom optimizacije te reakcije izvedli večje število poskusnih reakcij pod različnimi 
pogoji. Spreminjali smo temperaturo reakcije (sobna temperatura ali temperatura refluksa), 
topilo (ACN, DMF ali etanol) in bazo (brez baze, Et3N, K2CO3 ali NaHCO3). Izsledki so 
predstavljeni v preglednici. 
Preglednica V: Rezultati poskusnih reakcij 
 Brez baze Et3N K2CO3 NaHCO3 
Acetonitril Poteče Poteče Delno poteče Ne poteče 
Dimetilformamid Poteče Ne poteče Delno poteče Ne poteče 
Etanol Ne poteče Ne poteče Ne poteče Ne poteče 
 
Potek reakcij smo spremljali s tankoplastno kromatografijo. Potek reakcije je prav tako lepo 
ponazorila sprememba barve v zeleno, v primeru poteka reakcije. Vsako reakcijsko 
mešanico smo še izpostavili temperaturam, ki so ustrezale temperaturi vrelišča za izbrano 
topilo, kar je vedno povečalo izkoristek reakcije. 
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Najbolj uspešna kombinacija je bila acetonitril brez dodane baze pri temperaturi vrelišča, 
kar smo uporabili pri ostalih postopkih. 
Sinteza spojin a-8 in b-8 je potekala brez posebnosti. 
Pri prvi uvedbi cianidne skupine na spojino a smo kljub pričakovani spremembi barve in 
fluorescenčnih lastnosti pri NMR analizi ugotovili, da ni prišlo do uvedbe ciano skupine na 
obroč. IR analiza je to potrdila. Sklepamo, da je bila ciano skupina uspešno uvedena, vendar 
je po reakciji hidrolizirala do amidne skupine. Znano je, da so aromatski nitrili dovzetni za 
adicijo vode v kislih ali bazičnih pogojih. Pri tem nastane karboksamid, ki lahko nadalje 
hidrolizira do karboksilne kisline. Da preprečimo omenjene pretvorbe, je bila ključna 
izolacija pri kateri smo produkt minimalno izpostavljali vodnim pogojem. 
Določene spojine je bilo po uvedbi ciano spojine izredno težko ločiti od izhodne spojine, ker 
sta retencijska faktorja obeh spojin praktično enaka. Kljub temu smo uspeli doseči 
zadovoljivo ločbo s kristalizacijo, ker v določenih primerih produkt zelo dobro kristalizira 
iz mešanice etil acetata in heksana, s čemer smo dosegli boljšo ločbo kot z dvema 
zaporednima kolonskima kromatografijama. Prav tako bi lahko problem rešili z optimizacijo 
reakcije in posledično višjim izkoristkom, kar pa si zaradi majhnih količin razpoložljivih 
reagentov nismo mogli privoščiti. 
Pri ostalih sintezah kumarinov so reakcije potekale brez posebnosti. 
Sinteza derivatov nilsko modrega je potekala brez posebnosti. 
Pri določenih spojinah je bila NMR analitika zelo težavna. 
 
5.2 Rezultati testiranj na STED nanoskopu 
Na podlagi izmerjenih fluorescenčnih lastnosti smo določili katere spojine bomo poslali na 
Institut Jožef Stefan. Kot najbolj perspektivne so bile izbrane: PNMb-9, PNMaw-2, 
PNMbw-2, PNMkb-2, PNMpb-2, PNMpa-2, PNMb-8. 
Vse testirane sonde so hitro označile plazemsko membrano, a so se dokaj hitro porazdelile 
v druge membrane celice, kar ni ugodno. Temu bi se pri naslednji seriji sond izognili z bolj 
polarno oz. nabito glavo. Vse sonde so se izkazale kot primerne za STED nanoskopijo in so 
omogočile pridobivanje slik z dobro ločljivostjo, razen sondi PNMb-8 in PNMkb-2, 
verjetno zaradi prešibke emisije pri 775 nm. Posledice uvedbe ciano skupine na mesto 4 so 
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tako jasno vidne. Po fotostabilnosti sta najbolj izstopali sondi PNMpa-2 in PNMb-9, ki sta 
bili primerjani s komercialno dostopnima sondama Cellmask Orange in STAR RED 
(KK114) DPPE in sta se izkazali kot zelo fotostabilni. Sondi PNMpa-2 se je s časom emisija 
celo povečevala, kar je nasprotno od pričakovanega. Verjetno v membrani sonde tvorijo 
agregate, ki pri obsevanju disociirajo in s tem povečajo koncentracijo razpoložljivih sond. 
Fotostabilnost fenoksazinskih sond PNMaw-2 in PNMbw-2 pa se je izkazala za 
podpovprečno. Pri sondi PNMb-9 pa so opazili znake citotoksičnosti. Kmalu po kontaktu s 
celicami so se začeli na njihovih površinah tvoriti membranski mehurčki. Slaba stran te 
sonde je tudi veliko sinteznih stopenj in slabi izkoristki, česar foto-fizikalne lastnosti ne 
odtehtajo, zato nadaljnji razvoj tega skeleta ni perspektiven. Najobetavnejša sonda za 
nadaljnji razvoj je sonda PNMpa-2. 
 
Slika 25: Celice pljučnega epitelija podgane (LA-4 celice) označene s sondo PNMbw-2 
(levo, posneto v konfokalnem načinu, in desno, posneto v STED načinu) 
 
Slika 26: Celice pljučnega epitelija podgane (LA-4 celice) označene s sondo PNMb-9 
(levo) in PNMpa-2 (desno) (leva slika v paru, posneta v konfokalnem načinu, in desna 
slika v paru, posneta v STED načinu) 
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6. SKLEP 
V okviru te magistrske naloge smo sintetizirali večje število membranskih fluorescenčnih 
sond, ki spadajo v skupino kumarinov ali fenoksazinov. Vsem sondam smo izmerili 
ekscitacijske in emisijske spektre, najobetavnejše pa smo poslali na Institut Jožef Stefan na 
testiranje s STED nanoskopom. Večji delež teh sond bi bil primeren za STED nanoskopijo, 
vendar ima večina sond svoje pomanjkljivosti. 
Pripravljene sonde se razporejajo v celične membrane, ampak ne izkazujejo selektivnosti do 
znotraj ali zunaj celičnih membran. Smiselno bi bilo sintetizirati še sonde z drugačnimi 
polarnimi glavami ali z drugačnimi dolžinami alifatskih verig in opazovati njihov vpliv na 
selektivnost. 
Fenoksazinske sonde emitirajo pri najvišjih valovnih dolžinah, vendar hitro fotobledijo. Pri 
nadaljnjem razvoju bi bilo smiselno iskati derivate z izboljšano fotostabilnostjo, saj so 
trenutno uporabne le za dvakratno zajemanje slike na istem vzorcu. 
Kumarinske sonde s tiazolom na mestu 3 in cianidno skupino na mestu 4 so pokazale dobre 
rezultate ampak so tudi citotoksične. Nadaljnji razvoj v to smer ni tako smiseln, saj je za 
sintezo potrebnih več stopenj s slabimi izkoristki, sonde pa nimajo toliko boljših lastnosti. 
Potrebni pa bi bili dodatni testi, da bi ugotovili vzrok citotoksičnosti. Najboljše so se 
odrezale kumarinske sonde z N-metilpiridinom. Te so zelo fotostabilne, tudi v primerjavi z 
komercialno dostopnimi sondami, prav tako pa omogočajo zajem visoko ločljivih slik brez 
citotoksičnosti. Za nadaljnji razvoj bi bili najbolj primerni sondi iz te skupine PNMpa-2 in 
PNMpb-2. 
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